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Cicne codani pour la thanaiine. vecieur le contenant ei plantes transformees obtenues 

resisianies aux maladies 



20 



La presente invention a pour objet une sequence d'ADN codant pour ia thanatine 
un vecteur la contenant pour la transformation d'un organisme hote et le precede de 
transformation dudit organisme. 

L-invention concerne plus particulierement la transformation des cellules vegdtales 
ei des plantes. la thanatine produite par les plantes transformees leur conferant une 
1 0 resistance au.x maladies, en particulier d'origine fongique. 

II e.xiste aujourd'hui un besoin grandissant de rendre les plantes resistantes centre 
les maladies notamment fongiques afin de diminuer, voire d'eviter. d'avoir recours a des 
ttaitements avec des produits de protection antifongiques. en vue de proteger 
_ I'envronnement. Un moyen d'augmenter cette i^sistance aux maladies consiste a 
l> transformer les plantes de maniere qu'elles produisem des substances A meme d'assurer 
ieur defense centre ces maladies. 

On connait diffeiemes substances d'origine naturelle. en paniculier des peptides 
presentant des proprietes bactericides ou fongicides, notamment conti* les champignons 
responsables des maladies des plantes. Toutefois. le probleme consiste a noMvtt de telles 
substances qu. pourront non seulement 6tre produites par des plantes transfeimees mais 
encore conser^•er leurs proprietes bactericides ou fongicides et les conferer aux' dites 
plantes. Au sens de la presente invention, on emend par bactericide ou fongicide tant les 
propnetes bactericides ou fongicides proprement dites que les proprietes bacteriostatiques 
ou longisiaiiques. 

La thanatine est un peptide produit par induction bacterienne sur Psodius sp de 
prel^rence maculnemris adultes. Sa preparation par induction bacteriemie est decrite dans 
la demande de b..vet FR 2 733 237, de meme que ses proprietes anufongiques et 
antibacleriennes in vitro. 

Apres avoir d abord identifie le gene de la thanatine. on a egalemem trouve qu il 
pouvau etre insere dans un orgamsme hote. en particulier une plante. pour exprimer la 
thanatine et conferer au dit orgamsme hote des proprietes de resistance aux maladies 
fongtques et aux maladies d'origine bacterienne, apportant une solution particulieremem 
avantageuse au problime inonce ci-dessus. 

L'invemion a done d'abord pour objet un fragment d'acide nucleique codant pour la 
thanatme. un gene chimere comprenant ledi, fragmem codant pour la thanatine ainsi que 
des elements de regulation en position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un 
orgamsme hote, en particulier dans les plantes et un vecteur pour la transformation des 
organ.smes hotes contenant ce gene chimire, et I'organisme hote transform^ Elle 
concerne aussi une cellule vegetale transformee contenant au moins un fragment d'acide 
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nucleique codant pour la thanatine et une plante resistante aux maladies contenant la dice 
cellule, en paniculier regeneree a partir de cette cellule. Elle conceme enfin un precede de 
iranstormaiion des plantes pour les rendre resisiantes aux maladies dans lequei on insere 
un gene codani pour la thanatine au moyen d un vecieur approprie. 

Par thanatine, on emend selon rinvention lout peptide comprenani essentiellemenr 
la sequence pepudique de 1 1 acides amines decritc dans la demande de brevet FR 2 733 
237, ainsi que les sequences homologues equivalentes dans lesquelles certains acides 
amines sont remplaces par des acides amines differents mais equivalents sur des sites 
n'induisani pas de modification substantielle de I'activite antifongique ou antibacterienne 
de la dite sequence homoiogue. Par sequence peptidique comprenani essentieiiemeni la 
sequence peptidique decrite.dans la demande de brevet FR 2 733 237. on entend non 
seulement la sequence defmie par ridentificateur de sequence n*" I (SEQ ID NO 1), mais 
egalement une telle sequence comprenant a Tune ou I'autre de ses extremiies. ou les deux, 
des r&idus peptidiques necessaires a son expression et ciblage dans un organisme hote. en 
5 paniculier une cellule vegetale ou une plante. 

La thanatine est un peptide de formule (I): 

Xaa- He He Tyr Cys Asn Arg Arg Thr Gly Lys Cys- Xab 

(I) 

dans laquelle: 

0 Xaa est NH2 ou un reste variable de sequence comprenant de 1 4 1 0 acides amines, 

et 

Xab est OH ou un reste variable de sequence comprenant de 0 a 5 acides amines. 
De maniere avantageuse. lorsque Xaa comprend au moins un acide amine, celui-ci 
est I'un des 20 acides amines de base et plus particulierement choisi dans le groupe 
0 comprenant Gly. Ser. Lys. Pro et Val. Lorsque Xab comprend au moins un acide amine, 
celui-ci est Tun des 20 acides amines de base et plus particulierement choisi dans Ic groupe 
comprenant Gin, Arg et Met. 

Selon un mode preferentiel de realisation de Tinvention, les 2 residus cysteines du 
peptide de formule (I) forment un pom disulfure intramoleculaire. 

La presente invention conceme done d'abord un fragment d^acide nucleique, en 
particulier d'ADN, codant pour la thanatine defmie ci-dessus. II peui s agir selon 
rinvention d'un fragment isole de Psodim sp, de preference macuUventris, ou encore un 
fragment derive, adapte pour Texpression de la thanatine dans I'organisme hote ou le 
peptide sera exprime. le fragment d'acide nucleique peut etre obtenu selon les methodes 
standards d'isolaiion et de purification, ou encore par synthese selon les techniques 
usuelles d*hybridations successives d 'oligonucleotides synthetiques. Ces techniques soni 
notammeni decrites par Ausubel & coll. 

Selon la presente invention, on entend par « fragment d'acide nucleique » une 
sequence nucleotidique pouvant etre de type ADN ou ARN, de preference de type ADN, 
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cn paniculier ADNc. noiamment double brin. 

Selon un mode de realisation de rinvention. le fragment d'acide nucleique codant 
pour la thanatine comprend la sequence d ADN decrite par l idemificateur de sequence n" 
i (SEQ ID NO I ). une sequence homologue ou une sequence complememaire de ladite 
5 sequence. 

De maniere avantageuse. le tragment d'acide nucleique selon Tinvention comprend 
la sequence d'ADN decrite par I'idenuficateur de sequence a" 2 (SEQ ID NO 2), une 
sequence homologue ou une sequence complementaire de ladite sequence. 

Par « homologue ». on entend selon l invention un fragment d'acide nucleique 
10 presentant une ou plusieurs modifications de sequence par rapport a la sequence 
nucleotidique decrite par ridentificateur de sequence n° 1 ou n° 2 et codant pour la 
thanatine. Ces modifications peuvent fitrc obtenues selon les techniques usuelles de 
mutation, ou encore en choisissant les oligonucleotides synthdtiques emploves dans la 
preparation de ladite sequence par hybridation. Au regard des multiples combinaisons 
dacides nucleiques pouvani conduire a le.xpression d'un meme acide amine les 
differences entre la sequence de reference decrite par Tidentificateur de sequence n» 1 ou 
n' 2 et rhomologue peuvent etre importantes. dautant plus qu'il sagit d'un fragment 
d ADN de taille inferieure a 100 acides nucleiques. realisable par svnthese. De mLiiere 
avantageuse. le degre d homologie sera d au moins 70 % par rapport a la sequence de 
reference, de preference d'au moins 80 %, plus pieftrentieUement d'au moins 90 % Ces 
modifications sont generalement neutres. c'est a dire qu'elles n'affectent pas la sequence 
pnmaire de la thanatine resultante. 

La presente invention conceme egalement un gene chimere (ou cassette 
d expression) comprenant une sequence codante ainsi que des elements de regulation en 
position 5- et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un organisme hote. en'^paiticulier 
ICS cellules vcgeales ou les plantes. la sequence codante comprenant au moins un fraament 
d'.-^DN codant pour la thanatine tel que ddfini ci-dessus. 

Par organisme hdte, on entend tout organisme mono ou pluricellulaire. inferieur ou 
suppeneur. dans lequel le gene chim6r« selon I'invention peut etre introduit. pour la 
production de thanatine. U s agit en particulier de bactiries, par exemple £ coli de 
levures. en particulier des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces. ou de preference des 
cellules vegetales et des plantes. 

Par "cellule vegetale". on entend selon I'invention toute cellule issue d'une plante 
et pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals. des tissus difFerencies tels 
que des embryons. des parties de plantes. des plantes ou des semences. 

On entend par "plante" selon I'invention. tout organisme multicellulaire differencie 
capable de photosynthese. en particulier monocotylWones ou dicotyledones plus 
pamcuheremem des plantes de culture destinees ou non i I'alimentation animale ou 
humame. comme le mais. le ble. le colza, le soja. le riz. la camie a sucre. la betterave le 
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labac. Ic coton. etc. 

Lcs elements de regulation necessaires a Texpression du tragment d'ADN codant 
p..ur la thanatine sont bien connus de Thomme du metier en fonction de Toruanisme hote 
lis comprennent notamment des sequences promotrices, des activateurs de "transcription 
des peptides de transit, des sequences terminatrices. y compris des codons start et stop Les 
moyens et methodes pour identifier et selectionner les elements de regulation sont bien 
connus de I'homme du metier. 

Le fragmem d'acide nucleique selon Tinvemion peut egalemem comprendre une 
sequence d'acide nucleique fusionnee en 5' et/ou en 3' a la sequence codant pour la 
thanatme. de raaniere a obtenir une proteine de fusion « protiine-thanatine » dont la 
coupure par les systemes enzymatiques de Torganisme bote perniet la liberation de la 
thanatine. Cette proteine fiisionnee a la thanatine peut etre un peptide signal ou un peptide 
de transit qui permet de controler et d'orienter la production de la thanatine de maniere 
_ specttque dans une partie de Torganisme bote, comme par exemple le cvtoplasme la 
membrane cellulaire. ou dans le cas des plantes dans un type particulier de tissus ou dans 
la matrice extracellulaire. 

Selon un mode de realisation, le peptide de transit peut etre un signal d'adressaae 
chloroplastique ou mitochondrial, lequel est ensuite clive dans les chloroplastes ou Tes 
miiochondries. 

:0 Selon un autre mode de realisation de Tinvention, le peptide signal peut et« un 

signal N-terminal ou « propeptide >>, eventuellement en association avec un signal 
responsabie de la retention de la proteine dans le reticulum endoplasmique. ou un peptide 
d adressage vacuolaire ou « propeptide >>. Le reticulum endoplasmique est le lieu ou sont 
_ pns en charge par la « machinerie cellulaire » des operations de maturation de la proteine 
> produite. comme par exemple le clivage du peptide signal. 

L-invention conceme plus paniculicrement la transformation des plantes Comme 
sequence de regulation promotrice dans les plantes. on peut uuliser tome sequence 
promotnce d'un gene s'exprimant naturellement dans les plantes en particulier un 
promoteur d'origine bacteriemie. vtrale ou vegetale tel que, par exemple. celui d'un gene 
de la petite sous-unite de ribulose-biscarboxylase (RuBisCO) ou d'un gene de virus de 
plante tel que, par exemple, celui de la mosaique du choux fleur (CAMV 1 98 ou 358) ou 
un promoteur inducible par les pathogenes comme PR-la du tabac ou AoPRT-L d'asperee 
tout promoteur convenable connu pouvant «tre utilise. De preference on a recours a une 
sequence de regulation promotrice qui favorise la surexpression de la sequence codante de 
mamere constitutive ou induite par Tattaque d un pathogene. tel que par exemple celle 
coiiiprenant au moins un promoteur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 507 698 
Selon I'invenlion. on peut egalemem utilisen en association avec la sequence de 
regulation promou-ice. d'autres sequences de regulation, qui som situ^es entre le promoteur 
et la sequence codante. telles que des activateurs de transcription ("enhancer") comme par 
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oxcmpic l acivateur de translation du virus de la mosaique du tabac (TMV) decrit dans la 
dcmandc WO 87/07644. ou du virus etch du tabac (TEV» decrit par Carrinuton & Freed 
.n. des peptides de transit, soit .simples, soit doubles, et dans ce cas eventuellement separes 
_ par une sequence intem,ediairc. c est a dire comprenant. dans le sens de la transcription 
utie sequence codani pour un peptide de transit d'un gene vegetal codant pour une enzvme 
a locai.sat.on plastidiale. une partie de sequence de la partie mature N-terminale d'un gene 
vegetal codant pour une enzyme a localisation plastidiale, puis une s&,uence codant pour 
un second peptide de transit d'un gene vegetal codant pour une enzyme a localisation 
pIasud.ale.constituee d'une partie de sequence de la partie mature N-terminale d'un gene 

tP 0 308 909. Comme peptide de transit, on peut citer le peptide signal du gene PR-la du 
tabac d,„u pa, Comeiissen & coll., represent, avec sa seWcodante par 
I ident.fjcateur de sequence n° 3 . 

La sequence codant pour la proteine de fusion peptide signal PR- 1 a-thanatine et 
cette prote.ne de fusion sont egalement panic de la presente invention. Cette sequence est 
notamment decrite par Tidentificateur de sequence n« 5. plus paniculierement la partie 
codante de cette sequence, conespondant au.x bases 1 2 a 1 64. 

Comme sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation. on peut utiliser 
toute sequence conrespondante d'origine bacteriemte. comme par e.xemple le terminateur 
nos dAgrobaaeriun. tum.faci.ns. ou encore d'origine v.g<Jtale. comme par exemple un 
terminateur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 633 3 1 7. 

Selon la presents invention, le gene chimere peut egalement comprendre un 
marqueur de selection adapte a lorganisme bote transforme. De tels marqueurs de 
selecnon som bien connus de Thomme du metier. II pourra s'agir d'un gene de resistance 

La presente invention conceme egalement un vecteur de clonase ou d'expression 
pour la transformation d'un org^.sme hotc contenant au moins un g^ne chim Jtl 

otLt'T' - -ins une 

ong ne de rephcauon. Ce vecteur peut etre constitue par un plasmide, un cosmide. un 

renr'L° r 7 ^" ^^^^ -'^n 

ri le ^sformation en fonction de I'organisme h6te , 

transformer som b.en com,us de Phomme du metier et largemem d^crits dans la littetatuie 

d-un viLTn^"''""^"" °" " ^'-g- no^^em 

coir? '"^'^^^ transformation des plantes developpees et 

preterenuelle. le vecteur de transformation des cellules vegetales ou des plantes selon 
I mvent.on est un plasmide. 

L-invention a encore pour objet un procede de transformation des organismes 
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ob.-uc par U.U, mo.v=„ co™„ approprie. a„,pl»™e« decri, dans la 
vecieurselon I invention. ^ 



U-e sene de mfthodes co«.isK 4 bomtoder d« ccUuIk ou d« p„„p|asKs a«ec 
»»«.od« co„s«. a umi„, « noye. d. .^en da^ „ ^ '^^ 
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DWs methodes peuvent et« utilisees telles que la micro-injection ou 
1 electtoporaiioa ou encore la precipitation directe au moyen de PEG 

L homme du metier fera le choix de la methode appropriee en foncUon de la nature 
de I orgamsme hote. en panicuJier de la cellule vegetale ou de la plante 

La presente invention a encore pour objet les organismes hotes en particuii.r 
cellules veg.ta.es ou plantes. transform^s et contenant une quantit. efficre Z ^ 
chimere comprenant une sequence codante pour la thanatine ddfinie ci-dessus 

tm„,fn ' P""' ""^^^ P'^'^^ des cellules 

t^sformees. en particulier les plantes regener^s a partir des cellules tt^form ta 

regeneranon est obtenue par tout procede approprie qui depende de la nature deT' 1^ 
comme par exemple decrit dans les references ci-dessus. 

Diante. n"' transformation des cellules v^g.tales et de regeneration des 

l.n te on cuera notamment les brevets et demandes de brevet suivants: US 4.459 35 

6^^ 7" i W 0. ''''^'''^ 2^^'^^^- HP 604 66 EP 

i! : ^* us 5.538.877. US 5 554 798 n. 

2^4. EP .39 .63, EP 674 725, WO 91/02071 et WO 95/06128 

culture eZT' '"""'™™^ P'antes ttansfonnees issues de la 

culture et^ou du cro.sement des plantes regener^s ci-dessus. ainsi que les graines de 
plantes transformeec ^ graines de 



«m.„« „alad.« fong,,^ „„ bac«rien«s. D. « fei^la s^,u.„c d'ADN codan, 
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Le gene chimere pourra coniprendre egalement et de maniere avantageuse au 
moms un marqueur de selection, tei qu'un ou plusieurs genes de tolerance aux herbicides 

La sequence d'ADN codant pour ia thanatine peut egalement etre inteeree comme 
marqueur de selection iors de la transformation de plantes avec d'autres sequences codant 
- pour d autres peptides ou proteines d'interet. comme par e.xemple des genes de tole^nce 
aux herbicides. 

De tels genes de tolerance aux herbicides sont bien connus de I'homme du meuer et 
notamment decrits dans les demandes de brevet EP 1 15 673, WO 87/04181 EP 5^7 «qq 
WO 96/38567 ou WO 97/04103. 

10 Bien entendu, les cellules et plantes transformees selon I'invention peuvent 

comprendre outre la sequence codant pour la thanatine, d'autres sequences heterologues 
codant pour d'autres peptides complementaires susceptibles de conferer a la plante des 
resistances a d'autres maladies d'origine bacterienne ou fongique. 

Les auu-es sequences peuvent etre integrees au moyen du meme vecteur 

I- comp un gene chimere. lequel comprend une premiere sequence codant pour la 
tl^natme et au moins une autre sequence codant pour un autre peptide ou proteine 

Elles peuvent egalement eu^ integrees au moyen d'un autre vecteur comprenant au 
moms la dite autre sequence, selon les techniques usuelles definies ci^lessus 

Les plantes selon rinvemion peuvent encore etre obtenues par croisement de 
parents. 1-un portant le gene selon I'invention codant pour la thanatine. I'autre ponant un 
gene codant pour au moins un autre peptide ou pioteine d'interet. 

codant !r?T'"'"'" antifongiques. on peut citer celle 

codant pour la drosomyc.ne. decrite dans la demande de brevet FR ^ 7^5 990 « oar 
■ Fehlbaum & coll. (1994). et dans la demande de brevet non publiee FR 97 o"91 is'deposee 

R 2 74 nnr'. " '""^ ''"'^^ '"^^'^ <^«"-d« <ie brevet 

,997 P"''"^^ 97 10362 deposee le 20 aout 

Les exemples ci-apres penmettent d'illustrer I'invention. la preparation de la 
sequence codant pour la thanatine. du g^ne chimere. du vecteur d'intdgration et des plantes 
ti^sformees. Les figures I a 5 en annexe decrivent les structures schematiques de ce^^ 
Pl^mtdes pr^par^s pour la construction des g.nes chim^res. Dans ces figures " 
differents s.tes de restriction sont marques en itaUques. 

. Exemple \ : Con.structinn des g^np« ^h.-^A.^. 

routes les techniques employees ci-apr^s sont des techniques standard de 
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pRPA-iVID-P ; Creation d'un plasmide contenant le signal peptide du gene PR-la du 
tabac. 

Les deux oligonucleotides syntlietiques coraplememaires OUgo I et Oligo 2 ci- 
apres. sont hybrides a 65 'C pendant 5 minutes puis par diminution lente de la temperature 
a jCC pendant 30'. 



Oligo 1 : 5 • GCGTCGACGC GATGGGTTTC GTGCTTTTCT CTCAGCTTCC 

ATCTTTCCTT CTTGTGTCTA CTCTTCTTCT TTTCC 3 ' 

Oligo 2: 5 ' TCGCCGGCAC GGCAAGAGTA AGAGATCACA AGGAAAAGAA 

GAAGAGTAGA CACAAGAAGG AAAGATGGAA GC 3 • 

Apres hybridation entre I'Oligo 1 et I'Oligo 2. PADN reste simple brin sert de 
matrice au fragment klenow de la polymerase 1 de £ coli (dans les conditions standard 
preconisees par le fabriquant (New England Biolabs)) pour la creation de Tolieonucleotide 
double brin a partir de Textremite 3' de chaque oligo. L 'oligonucleotide ^double brin 
obtenu est ensuite digere par les enzymes de restriction SacII et Nael et clon^ dans le 
plasmide pBS II SK(-) (Stratagene) digere par les meme enzymes de restriction. On 
obtient alors un clone comprenant la region codant pour peptide signal du gtoc PR-la du 
tabac (SEQ ID NO 3). 

pRPA-PS-PRla-thfln ; Creation d'une sequence codant pour la thanatine fusionee au 
signal peptide PR-la sans region non transcrite en 3'. 

Les deux oligonucleotides synthetiques complementaires de sequences Oligo 3 et 
Oligo 4 selon les conditions operatoires decrites pour pRPA-MD-P. 

Oligo 3: 5 ' GGTTCCAAGA AGCCAGTGCC AATCATCTAC TGCAACAGGA 

CG 3' 

Oligo 4; 5 • CCGGATCCGT CGACACGTTC GCCTCGCCGA GCTCACATCC 

TCTGGCACTT ACCAGTCCTC CTGTTGCAGT AGATGATTGG 
CACTGGC 3 ' 

Apres hybridation entre I'Oligo 3 et I'Oligo 4. l ADN reste simple brin sen de 
matnce au fragment klenow de la polymerase 1 de £ coli (dans les conditions standard 
preconisees par le febriquant (New England Biolabs)) pour la creation de I'oligonucleotide 
double bnn a partir de I'extremite 3' de chaque oligo. Cet oligonucleotide double brin 
contenant la partie codante de la thanatine (SEQ ID NO 1) est ensuite clone directement 



wo 99/24594 



I) 



PCT/FR98/02375 



10 



dans le plasmide pRPA-MD-P qui a ete digere avec l"enz>me de restriction Sael. 
L orientation correcte du clone obtenu est veritlee par sequen9ai:e. On obtient alors un 
clone comprenant la region codant pour la proteine de fusion PR-ia-ihanaiine situee entre 
les sites de restriction Ncol a l extremite N-terminale et Seal. Sacll et BumHI a I'extremite 
C-terminale (SEQ ID NO 4). 

pRPA-RD-229; Creation d'un vecteur d'expression dans les plantes comprenant la la 
sequence codant pour la proteine de fusion PR-la-thanatine. 

Le plasmide pRTL-2 GUS. derive du plasmide pUC-19. a ete obtenu aupres du Dr. 
Jim Carrington (Texas A&M University, non decrit). Ce plasmide dom la structure 
schematique est representee sur la figure 1, contient le promoteur CaMV 35S duplique 
isole du virus de la mosaique du choux fleur (Promoteur CaMV 2x35S; Odell & coll.. 
1985) qui dirige I'expression d'un ARN contenant sequence non traduite en 5' du virus etch 
du tabac (TEV 5' UTR; Carrington & Freed. 1990). le gene de la P-glucuronidase de £ 
15 coli (GUS Jefferson & coll.. 1987) suivi du site de polyadenylation de TARN 35S de 
CaMV (CaMV polyA; Odell & coll.. 1985). 

Le plasmide pRTL-2 GUS est digere avec les enzymes de restriction Ncol et 
BamHI et le grand fragment d'ADN est purifid. Le plasmide pRPA-PS-PRla-than est 
digere avec les enzymes de restriction Ncol et BemHI et le petit fragmem d'ADN 
20 contenant la region codant pour la proteine de fusion PR- 1 a-thanatine est purifi^. Les deux 
fragments d'ADN purifies sont ensuite lies ensemble dans unc cassette d'expression dans 
les plantes qui synthetise une proteine de fusion PR-la-thanatine. La structure schematique 
de ceue cassette d'expression est representee sur la figure 2. « PR-la-thanatine » 
represente la region codante pour la proteine de fusion PR-la-thanatine de pRPA-RD-230. 
25 La thanatine est transportee vers la matrice extra-cellulaire de la plante par Taction du 
peptide signal PR- la. 



pRPA-RD-195 ; Creation d'un plasmide contenant un site de clonage multiple 
modifie. 

30 Le plasmide pRPA-RD- 1 95 est un plasmide derive du pUC- 1 9 qui contient un site 

de clonage multiple modifie. Les oligonucleotides synthetiques complementaires Oligo 5 
et Oligo 6 ci-aprds, sont hybrides et rendus double brin selon la procedure decrite pour 
pRPA-MD-P. 

35 Oligo 5: 5' AGGGCCCCCT AGGGTTTAAA CGGCCAGTCA GGCCGAATTC 

GAGCTCGGTA CCCGGGGATC CTCTAGAGTC GACCTGCAGG 
CATGC 3 ' 
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Oligo6: 5' CCCTGAACCA GGCTCGAGGG CGCGCCTTAA TTAAAAGCTT 

GCATGCCTGC AGGTCGACTC TAGAGG 3' 

Loligonucieotide double brin obienu est ensuite lie dans pUC-19 qui a ete 
prealablement digere avec les enzymes de restriction EcoRI et Hiruilll et rendu bouts 
trancs en employant le fragment klenow de l ADN polymerase I de £. coli. On obtient un 
vecteur contenant de multiples sites de clonage pour faciliter I'introduction des cassettes 
d expression dans un plasmide vecteur i'Agrobacterium tumefaciens. La structure 
schematique de ce site de clonage multiple est representee sur la figure 3. 

fiB£^:Sfi=223: Introduction de la cassette d'expression de PR-la-thanatine de 
pRPA-RD-229 dans pRPA-R0.195. 

Le plasmide pRPA-RD-230 est digere avec I'enzyme de restriction Hindlll Le 
fragmem d'ADN contenant la cassette d'expression de PR-la-thanatine est purifie' Le 
ragment purifie est ensuite lie dans pRPA-RP-195 qui a ete prealablement diger^ avec 
I enzyme de restriction HindUUi dephosphon-le avec la phosphatase intestinale de veau. 

ESEA:EDd74: Plasmide derive de pRPA-BL-lSOA (EP 0 508 909) contenant le gene 
tie tolerance au bromoxynU de pRPA-BL-237 (EP 0 508 909). 

Le gene de tolerence au bromoxynil est isole de pRPA-BL-237 par une 
amphficatton genique par PCR. Le fragment obtenu est a bouts francs et est clone dans le 
te £c.^/ de PRPA-BL-I50A qui a ete rendu bouts francs p^ I'acdon de la poivmen^e 
klenow dans des conditions standard. On obtient un vecteur d-Agrobac.arium tumefaciens 
qu. comiem le gene de tolerance au b,x,moxynil a proximite de sa bordure droite un eene 
de tolerance a la kanamycine a pro.ximite de sa bordure gauche et un site de donate 
multiple entre ces deux genes. ^'ona^e 

La structure schematique de pRPA-RD-174 est representee sur la figure 4 Sur 
cette figure, "nos" represente le site de polyadenylation de la nopaline svnthase 
d A^obaaerium tumefaciens (Sevan & coll.. 1983). "NOS pro" rep«5sente le promoteur 
de la nopalme synthase d'Agrobacterium tumefaciens (Sevan & coll.. 1983) "NPT II" 
represente le gene de la neomycine phosphotranspherase du transposon TnS de E coli 
(Rotitstem & «,„., .981), "358 pro" represente le promoteur 35S isol. du virus de 
mosque du choux fieur (Odell & coll.. 1985). "BRX" represente le gene de la nitrilase 
sole de K. ozaenae (Stalker & coll., 1988). "RB" et "LB" representem respectivement les 
bordures dro.te et gauche de la sequence d'un plasmide Ti ^Agrobacteriunt tumefaciens. 

fimzRDdM: Addition d'un nouveau site de restriction, „„iq„e, dans pRPA-RD- 

Les oligonucleotides synthetiques complemeniaires Oligo 7 et Oligo 8 ci-apres. 
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sunt hybrides et rendus double brin selon la procedure decrite pour pRPA-MD-P. 

Oligo 7: 5 • CCGGCCAGTC AGGCCACACT TAATTAAGTT TAAACGCGGC 

CCCGGCGCGC CTAGGTGTGT GCTCGAGGGC CCAACCTCAG 
TACCTGGTTC AGG 3' 

Oligo 8 : 5 • CCGGCCTGAA CCAGGTACTG AGGTTGGGCC CTCGAGCACA 

CACCTAGGCG CGCCGGGGCC GCGTTTAAAC TTAATTAAGT 
GTGGCCTGAC TGG 3 ' 



L ohgonudeotide double brin hybride (95 paires de bases) est purifie anres 
separation sur un gel d'agarose (3 % Nusieve, FMC). Le plasmide pRPA-RD-i74 est 

Z^rTlT^" restriction. W. et le grand fiagment d'ADN est purifie. Les deux 
iragents d ADN obtenus sont ensuite lies. 

15 On obtient un plasmide derive de pRPA-RD-174 comprenant dWs sites de 

La structure schematique du plasmide pRPA-RD-184 est representee sur la figure 5 
ou les termes W. ir. ■..OS pr.". "35S pro", "BRX gene", "RB" et "LB" , 
-^0 meme signification que pour la figure 4. 

paEA=SB:225: Creation d'un vecteur d'Agrobaclerium iumefaciens contenant la 
construction du gene codant pour la thanatine dirigee vers la matrice wtracellulaire 



25 



---o— — — ivc c.\iraceuuiaire. 

La plasmide pRPA-RD-232 est digere a^^c les enzymes de «striction Prr,el et AscI 

^A^T;; PR-la-thanatine est purifi. Le plasmide 

PKPA-RD.184 est digeie avec les meme enzymes de restriction. Le fragment d ADN 
contenant la cassette d'expression de PR-la-thanatine est ensuite liee dans pRPA-RD-184 
On obtiem ainsi un vecteur d'Agrobacterium tumefaciem contenant la sequence codant 
pour a proteine de fiision PR-la-thanatine qui conduit a I'expression de la thanatine dans 
•jO la matnce extracellulaire de la plante. 

ISSDlEkl: Tolerance aux herbicides des tabacs transformis. 
2J.- Transfonnafion 

Le vecieurs pRPA-RD.235 est imroduit dans la souche .i'A^r.h„., ■ 
0985) ■^^fonna.on «■ te« »ur la ^ Horsh & coll. 

2^- Regencrarinn 

La regeneration du tabac PBD6 (provenance SEITA France) a partir d'e.xplants 
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fol.a.re.s est realisee sur un milieu de base Murasi^.ge et Skoog (MS) comprenant 30 g,'l de 
-ccharosc a,„si que 200 ug-ml de kanamycine. Les explants foliaires sont prelev^s sur 
des plantcs cultivees en serre ou /. .uro et regenerees selon la technique des disques 
o^.a.re. cHo.h ^ coll.. ,.«5. on .ois .tapes successives: ,a p Ji,„ itZl 
h uct.on des pousses sur un milieu additionne de 30 g/l de saccharose contenant 0 05 
m,/l dacde naphtylacetique (ANA) et 2 mg/, de benzylaminopurine (BAP) penln' 

jours ar cultu« sur un milieu MS additionne de 30 g/l de saccharose n^s ne contend 
pas dhot^one. Puis on prd^ve des pousses developpees et on les cultive sur un 
d ruacnement MS a teneur moitie en sels. vitamines et sucre et ne contenanTpas 
d ho^one. Au bout d'environ 1 5 jours, les pousses en^cinees sont passees en ter 

^J- lolerancy an h».^^^,n;| 

Vingt plantes transformees ont ete regenerees et passees en serre oour 
constntction pRPA-RD-235. Ces plantes ont tr.t^s en sL au stade ff^ilC 

p:h~ """^^ "'^-^ ' -^ve brotni::; 



employees dans differentes experimentations qui montrem que Texpr^ssion de la thanaune 
20 par les plantes transformees les rend resistantes aux agressions fongk,ues. 
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REVENDICATtONS 

I • Fragment d-acide nucleique. caracterise en ce qu^il comprend une sequence 
d acide nucleique codant pour la thanatine. 

3 , Fragment dacide nucleique selon la revendication 1 . caracterise en ce qu'il 

s agit d une sequence nucleotidique de type ADN. 

3. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 2. canjcterise en ce que 
la sequence nucleotidique de type ADN comprend la sequence d ADN decrite nar 
1 .denfficateur de sequence n« I (SEQ ID NO I), une sequence homoloeue ou une 

1 0 sequence complementaire de ladite sequence. 

4. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 3. caracterisee en ce que 
la sequence nucltotidique de type ADN comprend la sequence d'.ADN decrite par 
I identificateur de sequence n" 2 (SEQ ID NO 2), une sequence homologue ou une 
sequence complementaire de ladite sequence. 

1 5 5. Fragment d'acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 4. caracterise 

en ce qu'il comprend une sequence d'acide nucleique fusionnee en 5' et/ou en 3' a la 

sequence codant pour la thanatine. de maniere a obtenir une proteine de fusion « proteine- 
thanatine ». 

6- Fragment d'acide nucleique selon la revendication 5. caracterise en ce que 
la protiine est un peptide signal ou un peptide de transit. 

7. Fragment d'acide nucleique selon la revendication 6. caracterise en ce que 
le peptide signal est le peptide signal du gine PR-I a du tabac. 

8- Fragment d'acide nucleique selon la revendication 7. caracterise en ce qu il 
comprend la sequence d'ADN decrite par 1' identificateur de sequence n= 5 (SEQ ID NO 
-M. une sequence homologue ou une sequence complementaire de ladite sequence. 

9. Fragmem d'acide nucleique selon la revendication 8. caracterise en ce qu il 
comprend la paitie codante de la SEQ ID NO 5, conespondant aax bases 12 a 164. 

1 0. Protiine de fusion « proteine-thanatine », caracterisee en ce que la proteine 
est un peptide signal ou un peptide de transit. 

0 11. Proteine de fusion selon la revendication 10, caracterisee en ce que le 

peptide signal est le pepUde signal du g^ne PR-la du tabac. 

12. Proteine de fusion selon la revendication 1 1. caracterisee en ce quelle est 
decnte par 1' identificateur de sequence n" 5 (SEQ ID NO 5). 

13. Gene chimere comprenant une sequence codante ainsi que des elements de 
regulation en position 5' et 3' heterologues pouvam fonctionner dans un oruanisme hote. en 
particulier les plantes. caracterise en ce que la sequence codante comprend au moins un 
fragment d'ADN codant pour la thanatine tel que defini dans les revendications 1 a 9 

14. Gene chimere selon la revendication 13. caracterise en ce que l organisme 
note est choisi parmi les cellules vegetales et les plantes. 
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15. Gene chimere selon l une des revendications 13 on 14. caracterise en ce 
qu'il comprend egalement un marqueurde selection. 

1 6. Vecteur de cionage ou d expression pour la transformation d" un organisme 
hote craracterise en ce qu'il comprend au moins une origine de replication et au m^oins un 

:> gene chimere tel que defini dans les revendications 1 3 a 1 5. 

i 7. Vecteur selon la revendication 16. caracterise en ce qu'il s aait d un virus 
employe pour la transformaUon des plantes developpees et contenant en outre ses propres 
eldments de replication et d'expression. 

18. Vecteur selon la revendication 16. caracterise en ce qu il s'aait d'un 
10 plasmide. 

19. Organismes botes transfonnes. caracterises en ce qu'ils contiennent une 
quantite efficace d'un gene chimere selon les revendications 13^15. 

20. Organisme hote transforrae selon la revendication 1 9. caracterise en ce qu'il 
s agit de cellules vegetales ou de plantes. 

21. Organisme hote transforme selon la revendication 20. caracterise en ce qu il 
s agit d'une plante contenant des cellules transformees. 

22. Organisme hote selon la revendication 2 1 . caracterise en ce que la plante est 
regeneree a partir des cellules transformees. 

23. Cellule vegetale transfonnee. caracterisee en ce quelle conuent un 
fragment d'acide nucleique selon les revendications 1 a 9 ou un gene chimet* selon les 
revendications 13 4 15. 

24. Plante transfonnee resistante aux maladies, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins une cellule vegetale transformee selon la revendication 23. 

25. Plante transformee selon la revendication 24. caracterisee en ce quelle est 
resmante aux maladies causees par Cercospora. en particulier Cercospora beticola 
Oadosporium en particulier Cladosporium herbarum, Fusarium, en particulier Fusarium 
culmonm ou Fusarium graminearum, ou par Phytophthora, en paniculier Phytophtora 
cinnamomi. ^ 

26. Plante transfonnee resistante aux maladies, caracterisee en ce qu'elle est 
issue de la culture et/ou du croisement des plantes selon I'une des revendications 24 ou 25. 

27. Graines de plantes transfonnees selon Tune des revendications 24 a 26. 

28. Precede de tiansforaiaiion des organismes hdtes. en particulier des cellules 
vegetales ou des plantes, caracterise en ce que I'on insere dans ledit organisme hote au 
moms un fragment d'acide nucldique selon les revendications I a 9 ou un gene chimere 
selon 1 une des revendication 13 415. 

29. Precede de transformation des plantes pour les lendre resistantes au.x 
maladies tongiques ou bacteriemies. caracterise en ce que I'on insere dans la plante au 
moms un tragment d'acide nucleique selon ies revendications I a 9 ou un gene chimere 
selon les revendications 13 a 15. 
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30. Precede selon Tune des revendications 28 ou 29, caracterise en ce que le 
gene chimere est insere au moyen d un vecteur selon I'une des revendications 1 6 a 18. 
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(IJ INFORMATIONS GENERALES i 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 13 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT:!. .33 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

ATC ATC TAC TGC AAC AGG AGG ACT GGT AAG TGC 
He He Tyr Cys Asn Arg Arg Thr Gly Lys Cys 
I c 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE- 

(A) LONGUEUR; 63 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . . 63 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

iO 25 

AAG TGC CAG AGG ATG 

Lys Cys Gin Arg Met 63 

20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
A) LONGUEUR: 96 paires de bases 
(B) TYPE: nucleotide 
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(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii; TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT :1. .63 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

GGT TCC AAG AAG CCA GTG CCA ATC ATC TAC TGC AAC AGO AGG ACT GGT 
Gly Ser Lys Lys Pro Val Pro He He IVr Cys Aan A^ Ty 

5 10 15 



S ser ?S ^ r CGT 
Leu val ser Thr Leu Leu Leu Phe Leu Val He Ser His Ser Cys Arg 

20 25 



GCC GGCGA 
Ala 
30 



48 



Ss ITn M^t GAGOCGAACG TGTCGACGGA TCCGG 

20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 106 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: liniaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE : 

. (A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 12. .101 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

GCGTCGACGC C ATG GGT TTC GTG CTT TTC TCT CAG CTT CCA TCT TTC CTT 

Met Gly Phe Val Leu Phe Ser Gin Leu Pro Ser Phe Leu 

1 c _ _ 
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98 



106 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 197 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NC5M/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : X2 .. 164 



<xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: S: 

GCGTCGACGC C ATG GGT TTC GTG CTT TTC TCT CAG CTT CCA TCT TTC CTT 

Met Gly Phe Val Leu Phe Ser Gin Leu Pro Ser Phe Leu 
^ S 10 

S vl? l"^ i^CT CTT CTT CTT TTC CTT GTG ATC TCT CAC TCT TGC CGT 
Leu val ser Thr Leu Leu Leu Phe Leu Val He Ser Hia Ser Cvs 2g 
" 20 25 ' 

GCC GGT TCC AAG AAG CCA GTG CCA ATC ATC TAC TGC AAC AGG AGG ACT 
Ala Gly ser Lys Lys Pro Val Pro lie lie Tyr Cys Asn Arg A^ ^hr 

35 40 45 



50 



98 



146 



Z cys gJh Z '"""""^^^ '^^'^'^^ TC^O^ao^ TCC 

50 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

ii) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 

(A) LONGUEUR: 75 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc . "oligonucleotide synthecique 1" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO; 6: 

GCGTCGACGC GATGGGTTTC GTGCTTTTCT CTCAGCTTCC ATCTTTCCTT CTTGTGTCTA 
CTCTTCTTCT TTTCC 



60 
75 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 72 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nuclfiique 

(A) DESCRIPTION: /desc . "oligonucleotide synthetique 2" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
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.^GCCGGCAC GGCAAGAGTA AGAGATCACA AGGAAAAGAA GAAGAGTAGA CACAAGAAGG 

AAAGATGGAA GC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 44 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucl6ique 

(A) DESCRIPTION: /desc . "oligonuclfieotide synthStique 3" 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
GGTTCCAAGA AGCCAGTGCC AATCATCTAC TGCAACAGGA CG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 97 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: siii5>le 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucl^ique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "oligonucleotide synthetique 4« 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 

CCGGATCCGT CGACACGTrc GCCTCGCCGA GCTCACATCC TCTGGCACIT ACCAGTCCTC 
CTGTTGCAGT AGATGATTGG CACTGGC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE- 

(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(O) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucieique 

(A) DESCRIPTION: /desc - "oligonucleotide synthetique 5" 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

AGGGCCCCCT AGGGTTTAAA CGGCCAGTCA GGCCGAATTC GAGCTCGGTA CCCGGGGATC 
CTCTAGAGTC GACCTGCAGG CATGC 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 110: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 66 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucl,ique 

(A) DESCRIPTION: /desc . "oligonucleotide synthfitigue 6 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 

CCCTGAACCA GGCTCGAGGG CGCGCCTTAA TTAAAAGCTT GCATGCCTGC AGGTCGACTC 
TAGA6G 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 93 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfiaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucl6ique 

(A) DESCRIPTION: /desc » "oligonucleotide synthitique 7" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
CCGGCCAGTC AGGCCACACT TAATTAAGTT TAAACGCGGC CCCGGCGCGC CTAGGTGTGT 
GCTCGAGGGC CCAACCTCAG TACCTGGTTC AGG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 93 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: liaeaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucieique 

(A) DESCRIPTION: /desc - "oligonucleotide synthetique 8" 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
CCGGCCTGAA CCAGGTACTG AGGTTGGGCC CTCGAGCACA CACCTAGGCG CGCCGGGGCC sO 
GCGTTTAAAC TTAATTAAGT GTGGCCTGAC TGG 
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